











筑 波 大 学 
 






























略語表 ........................................................................................................................................................................ 4 
第 1章 序論 .......................................................................................................................................................... 5 
第 1節 インフルエンザウイルス感染症 ........................................................................................... 5 
第 2節 インフルエンザウイルス概論 ................................................................................................ 6 
第 1項 インフルエンザウイルスの構造とウイルスタンパク質の機能 ........................ 6 
第 2項 ウイルス感染とオートファジー....................................................................................... 8 
第 3項 NS1は生体防御機構を抑制する .................................................................................... 11 
第 3節 本研究の目的 ............................................................................................................................... 13 
第 4節 一般試薬・基礎的実験方法 .................................................................................................. 14 
第 1項 一般試薬 .................................................................................................................................... 14 
第 2項 細胞実験法 ............................................................................................................................... 15 
第 3項 ウイルス実験法 ..................................................................................................................... 17 
第 4項 電気泳動法とその検出 ....................................................................................................... 19 
第 5項 RT-PCRによる RNA定量法 ............................................................................................ 23 
第 6項 インフルエンザウイルス変異株の作製 ..................................................................... 25 
第 7項 間接蛍光抗体免疫染色法 .................................................................................................. 27 
第 8項 Fluorescence in situ hybridization （FISH）法 ........................................................... 29 
第 9項 本研究で使用したプライマーおよび抗体 ................................................................ 32 
第 2章 インフルエンザウイルス感染に応答したオートファジーの誘導機構 および
ウイルスタンパク質 NS1によるオートファジー抑制機構の解析 ............................................ 34 
第 1節 実験結果 ......................................................................................................................................... 34 
第 1項 NS1はオートファゴソーム形成に関与する............................................................ 34 
第 2項 NS1はM2非依存的にオートファジーを抑制する .............................................. 37 
第 3項 NS1は RNA結合活性および p85β結合活性を介してオートファゴソーム
形成を抑制する ........................................................................................................................................ 39 
第 4項 NS1はクラス I PI3K-Akt経路を介して TSC2を抑制する ................................ 41 
第 5項 NS1は JNK1経路の上流を阻害することでオートファゴソーム形成を抑
制する ............................................................................................................................................................ 43 
第 6項 NS1は JNK1下流の ATG関連遺伝子の発現を抑制する .................................. 45 
第 7項 vRNP複合体は Rab11a陽性リサイクリングエンドソームを介して選択的
にオートファゴソームに取り込まれる ........................................................................................ 47 
第 2節 考察 .................................................................................................................................................. 51 
3  
第 3章 総括と展望 ......................................................................................................................................... 53 
第 1節 総括 .................................................................................................................................................. 53 
第 2節 展望 .................................................................................................................................................. 55 
謝辞 .......................................................................................................................................................................... 56 
出展 .......................................................................................................................................................................... 57 






 AM：Amphisome-like vacuoles 
Amt：Amantadine 
 AP：Autophagosome-like vacuoles 
ATG：Autophagy related gene 
 FIP200：Focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD 
 HA：Hemagglutinin 
 ISG：Interferon stimulated genes 
 JNK1：c-Jun N-terminal kinase 1 
LC3：Microtuble-associated protein light chain 3 
LIR：LC3 interacting region 
M1：Matrix protein 1 
 M2：Matrix protein 2 
 mTOR：mammalian target of rapamycin 
 MVB：Multivesicular bodies 
 NLR：NOD-like receptors 
 NP：Nucleoprotein 
 NS1：Nonstructural protein 1 
NS2：Nonstructural protein 2 
PA：Polymerase acidic protein 
PAMPs：Pathogen-associated molecular patterns 
PB1：Polymerase basic protein 1 
PB2：Polymerase basic protein 2 
PI3K：Phosphoinositide 3-kinase 
PI3P：Phosphatidylinositol 3-phosphate 
PKR：double-stranded RNA-binding protein kinase 
PRRs：Pathogen recognition receptors 
TLR：Toll-like receptors 
TRIM25：tripartite motif protein 25 
ULK1：Unc-51 like autophagy activating kinase 1 
vRNA：viral RNA 
 vRNP：viral ribonucleoprotein 








第 1章 序論 
 










H1N1 亜型によるスペイン風邪、1957 年の H2N2 亜型によるアジア風邪、1968
年の H3N2 亜型による香港風邪が知られており、スペイン風邪では五千万人、
アジア風邪では十万人、香港風邪では七十万人が死亡している(1)。近年では、











第 2節 インフルエンザウイルス概論 
 
第 1項 インフルエンザウイルスの構造とウイルスタンパク質の機能 
 
インフルエンザウイルスはオルソミクソウイルス科に属し、Nucleoprotein




インフルエンザウイルス粒子は直径約 80～120 nm の球状またはフィラメン
ト状の構造をとり、M1 に裏打ちされた宿主由来の脂質二重膜をエンベロープ
として持つ。その表面には三量体の Hemagglutinin（HA）と四量体の




RNA（viral RNA; vRNA）は、NP が数珠状に結合し、さらに Polymerase basic 
protein 2（PB2）、Polymerase basic protein 1（PB1）そして Polymerase acidic 
protein（PA）の 3つからなるウイルス RNA依存性 RNAポリメラーゼが vRNA
の末端に結合した viral ribonucleoprotein（vRNP）複合体を形成している
（Figure 1C）(4)。HA はウイルス粒子の吸着に必須であり、細胞表面のシアル






イルス粒子の細胞膜からの切り離しにも関わる(8, 9)。M1 は HA の cytoplasmic 
tail と vRNP 複合体と結合することでウイルス粒子の安定化に寄与する(10, 11)。
Nonstrucral protein 2（NS2/NEP）は核外輸送シグナル（NES）を介して核内で複





Figure 1 インフルエンザウイルスの模式図 
（A）インフルエンザウイルス粒子の模式図、（B）インフルエンザウイルスの









ゴソームの形成には、（１）Unc-51 like autophagy activating kinase 1（ULK1）
キナーゼ複合体の活性化、（２）クラス IIIの PI3K（Phosphoinositide 3-kinase）
複合体である Beclin-1/Vps34 による PI3P の産生、（Figure 2）（３）PI3P を介
したWD-repeat protein interacting with phosphoinositides （WIPI）とその結合分子
の隔離膜上へのリクルート、（４）C 末端の切断およびホスファチジルエタノ
ールアミン修飾されたMicrotuble-associated protein light chain 3（LC3）、LC3-II
による隔離膜の伸長および閉鎖が必須であり、これによって、異常なオルガネ











（Figure 2）(16, 17)。一方、小胞体ストレス、栄養飢餓および ROS 産生によって
活性化された c-Jun N-terminal kinase 1（JNK1）により、Bcl-2がリン酸化される













Toll-like receptors（TLRs）、NOD-like receptors（NLRs）、RIG-I-like receptors
（RLRs）や double-stranded RNA-binding protein kinase（PKR）が関与すること
が報告されており、各 PRR は PAMPs を特異的に認識し、下流のシグナル伝達
経路を活性化する(29)。ウイルス感染においては、TLR3、RIG-I および PKR が
ウイルス複製の副産物である二本鎖 RNAを認識すること、RIG-Iが 5’末端に三
リン酸をもつ一本鎖 RNA を認識すること、TLR7 が一本鎖 RNA を認識するこ
とが明らかになっている。そのうち、一本鎖 RNAを介した TLR7シグナルによ





















Figure 2 オートファゴソームの形成機構 
（A）JNK1 によるオートファジー誘導機構。JNK1 により Bcl-2 がリン酸化さ
れ、Beclin-1-Bcl-2 複合体が解離する。解離した Beclin-1 は、Vps34 および




ULK1/2の Ser317と Ser556がリン酸化され、隔離膜の形成が誘導される。 
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第 3項 NS1は生体防御機構を抑制する 
 
NS1は N末端に RNA結合ドメインと C末端にエフェクタードメインおよび
Disordered領域をもつ分子量が約 26 kDaの多機能なタンパク質である。NS1は
RNA結合ドメインを介して、RIG-Iや PKR、2’-5’oligoadenylate synthetase（2’-5’ 
OAS）など、PRR とウイルス由来 RNA の結合を競合阻害し、自然免疫応答を
抑制する（Figure 3）(32-36)。PKRは二本鎖 RNAと結合することで二量体を形成
し、タンパク質合成開始因子である eukaryotic initiation factor 2α（eIF2α）をリ
ン酸化し、ウイルスタンパク質の翻訳を抑制する(37)。また、PKR は JNK など
ストレスキナーゼの活性化にも関与する(38)。また、RIG-Iは二本鎖 RNAと結合
することで活性化し、tripartite motif protein 25（TRIM25）によるユビキチン化
を介して、ミトコンドリア膜上に局在する mitochondrial antiviral signaling
（MAVS）と結合する(39, 40)。この結合により、I 型インターフェロン（IFN）や
TNF-α などのサイトカイン産生が誘導される(39)。2’-5’OAS は二本鎖 RNA と結
合することで、2’-5’-oligoadenylate を合成して RNase L を活性化し、ウイルス
RNAを分解する(35)。 
NS1 のエフェクタードメインは NS1 と二本鎖 RNA との結合の安定化に寄与
する一方で、複数の宿主タンパク質と結合し、その機能を阻害する（Figure 3）。
エフェクタードメインの標的には、cleavage and polyadenylation specificity factor
（CPSF）、Poly A binding protein II（PABPII）、TRIM25などが報告されている。
NS1は CPSFと直接結合し、宿主プレ mRNAのポリ A付加部位のプロセシング
を阻害することでポリ A付加を抑制する(35)。その結果、宿主遺伝子の発現が低
下し、ウイルスタンパク質合成が効率的に行われる。阻害される宿主プレ
mRNA には、IFN-α/β 遺伝子も含まれ、CPSF の阻害により自然免疫応答を阻害











よる生体防御が活性化される。NS1 は PRR と競合して dsRNA と結合すること
で、これら生体防御を抑制する。（B）NS1 によるクラス I PI3K を介した宿主
細胞死抑制機構。ウイルス感染に応答して、ミトコンドリアの機能不全や ER
ストレスが誘導され、生体防御としてアポトーシスが活性化される。NS1 は
Class I PI3K/Akt経路の活性化を介して、アポトーシスを抑制する。 
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ァジーによって分解・隔離された感染体は、PAMPs として TLR に提示される









第 4節 一般試薬・基礎的実験方法 
 
第 1項 一般試薬 
・  試薬調製法 
Molecular Cloning, 2nd Editionもしくは研究室のプロトコールに準じて調製
した。 
 




・  保存方法 
調製した各試薬の特性に準じて、室温、4°C、-30°C、もしくは-80°C で保
存した。必要に応じて 121°C で 20 分の高圧蒸気滅菌、もしくは孔径 0.22 
µmのフィルター（Millipore）を用いた濾過滅菌を行った。 
 





第 2項 細胞実験法 




 Minimum essential medium（MEM）増殖培地 
 MEM（SIGMA）  500 ml 
3% L-Glutamine  10 ml 
FBS    50 ml 
 
 Dulbecco modified eagle medium（DMEM）増殖培地 
 DMEM（日水）  4.75 g 
 MilliQ    up to 500 ml 
 混合後、高圧蒸気滅菌を行った。 
3% L-Glutamine  10 ml 
 FBS    50 ml 
 
 25x PBS (-) 
 NaCl    200 g（終濃度；3.425 M） 
 KCl    5 g（終濃度；67 mM） 
 Na2HPO4   36 g（終濃度；202.5 mM） 
 KH2PO4   6 g（終濃度；36.75 mM） 
MilliQ で 800 ml にメスアップし、pH 7.4 付近であることを確認後、
MilliQで 1 Lにメスアップし、高圧蒸気滅菌を行った。  
 
 PBS (-) 
 MIlliQ    480 ml 
 25x PBS (-)   20 ml 
 混合後、高圧蒸気滅菌を行った。 
 
 0.05% Trypsin/EDTA溶液 
MilliQ    186 ml 
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25x PBS (-)   8 ml 
2.5% Trypsin   4 ml 
5% EDTA   2 ml 
＊Trypsinと EDTAは高圧蒸気滅菌後に添加した。 
 
・  細胞の継代 
 HeLa 細胞および MDCK 細胞の継代には MEM 増殖培地を使用した。
A549細胞と HEK293T細胞の継代には DMEM増殖培地を使用した。細胞は
5% CO2濃度に設定された 37°C インキュベーター内で培養し、HeLa細胞は
2日に 1回、1/4量、MDCK細胞は 1日 1回、1/3量、A549細胞は 2日に 1
回、1/4量、HEK293細胞は 3日に 1回、1/10量の継代を行った。 
 φ10 cmディッシュに細胞がおよそ 70~80% confluentになったものを PBS
（-）で洗浄後、1 ml の 0.05% Trypsin-EDTA 溶液を添加し、HeLa 細胞、
A549細胞、HEK293T細胞では 1分、MDCK細胞では約 5分 37°Cインキュ
ベーター内に静置し、ディッシュに軽く衝撃を与えることでディッシュか
ら細胞を完全に剥がした。剥がした細胞に 5 ml の増殖培地を添加後 15 ml
の遠沈管（IWAKI）に移し、800 rpm、3 分間遠心することで細胞を沈殿さ
せ、上清を取り除き、適当量の増殖培地を加え懸濁した。懸濁後の細胞は 5 
mlの増殖培地を添加した新たなφ10 cmディッシュに播種し 5% CO2濃度に
設定された 37°Cインキュベーター内に静置した。 
 
・  トランスフェクション 
 プラスミド DNAの導入と siRNAの導入について説明する。 
 1 µgのプラスミド DNA、100 µl の Opti-MEM（SIGMA）、3 µl の Gene-
Juice（Millipore）を室温で 5分間静置し、2 mlの増殖培地を含むφ3.5 cmデ
ィッシュに全量を添加後、37°Cインキュベーター内で 24時間培養を続ける
ことでプラスミドを細胞に導入した。 
 250 µlの Opti-MEM、15 pmolの siRNAを混合後、RNAiMAX（Invitrogen）
を 4 µl添加し、室温で 10分間静置した。2 mlの増殖培地を含むφ3.5 cmデ




第 3項 ウイルス実験法 
＜ウイルス株＞ 





MEM     4.7 g 
MilliQ      500 ml 
3% L-Glutamine    10 ml 




MEM（-）     10 ml 
10% BSA     100 µl 
100x MEM Vitamin solution（Gibco） 100 µl 
用時調製 
 
2x Maintenance medium 
10x MEM（SIGMA）   1.5 ml 
3% L-Glutamine    150 µl 
10% BSA     150 µl 
100x MEM Vitamin solution（Gibco） 150 µl 
MilliQ     5.55 ml 




TPCK-treated-trypsin（SIGMA） 0.125 g 





Agarose（SIGMA）   1.6 g 
MilliQ     up to 100 ml 
高圧蒸気滅菌後、室温保存 
 
0.5% Amido Black染色液 
Amido Black 10B    1 g 
Acetic acid     20 ml 
Ethanol     90 ml 
MilliQ     up to 200 ml 
室温保存 
 




培地、あるいは 1/25,000量の 0.25% TPCK-trypsin溶液を加えた Maintenance 
mediumを添加し培養を続けた。 
 
・  透過型電子顕微鏡観察 
 HeLa細胞に野生株または delNS1 株を感染させ、感染 10時間後に細胞を
回収し、2.5%グルタールアルデヒド溶液中で、室温、30 分間固定した。0.1 









第 4項 電気泳動法とその検出 
・  アガロースゲル電気泳動法 
＜試薬＞ 
50x TAE（Tris-Acetate-EDTA buffer） 
Tris base    121 g 
Acetic acid    28.5 ml 
0.5 M EDTA   50 ml 




50x TAE    20 ml 
MilliQ     up to 500 ml 
室温保存 
 
10 mg/ml エチジウムブロマイド溶液 
Ethidium bromide   1 g 
MilliQ    up to 100 ml 
4°Cで遮光保存 
 
6x ローディング Buffer 
Glycerol    15 ml 
Bromophenol blue（BPB） 適当量 
Xylen cyanol   適当量 




 1%アガロースゲルの場合、4 gのアガロースに MilliQを加え、電子レンジ
を用いて完全に溶解後、8 mlの 50 x TAEを加え、全量が 400 mlになるよう











・  SDS（Sodium dodecyl sulfate）ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 
 ＜試薬＞ 
Solution A 
Acrylamide    145 g 
N, N’-methylene bisacrylamide 5 g 




Tris base    30.3 g 
SDS     2 g 
adjust pH to 8.8 




Tris base    30.3 g 
SDS     2 g 
adjust pH to 6.8 
MilliQ     up to 500 ml 
濾過滅菌後、室温保存 
 
10x Transfer Buffer 
Tris base     30.2 g 
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Glycine    144 g 
MilliQ    up to 1,000 ml 
溶解後、室温保存 
 
4x SDS dye 
Solution C    25 ml 
Glycerol    20 ml 
SDS     4 g 
β-mercaptehanol   2 ml 
BPB     適当量 
MilliQ    up to 50 ml 
濾過滅菌後、500 µlずつ分注して-30°C保存 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
＜SDS-PAGEゲルの作製＞ 
 一例として 12.5% SDS-PAGE ゲルの作製方法を示す。12.5% Resolving gel
（MilliQ 2 ml、Solution A 2.5 ml、Solution B 1.5 ml）に 50 µl の 10% APS
（Ammonium persulfate）、5 µlの TEMED（N, N, N’, N’-Tetrametylenediamine）
を加えて素早く攪拌後、組み立てた電気泳動プレート（BIORAD）に流し入
れ、MilliQ を重層し、固化するまで 30 分間静置した。固化後、MilliQ を取
り除き、30 µlの 10% APS（Ammonium persulfate）、3 µlの TEMEDを加えた




 ゲルプレートをセットした泳動槽に SDS-PAGE Buffer（MilliQ 267 ml、10 
x Transfer Buffer 10 ml、10% SDS 3 ml）を満たし、各レーンに 4x SDS dye、
MilliQ で 1x SDS dye となるように希釈したサンプルを注いだ。泳動中は
BPBの泳動度を指標とし、Stacking gelを泳動する際は 25 mA、Resolving gel
の際は 40 mAで泳動を行った。 
 




10x Transfer Buffer  100 ml 
Methanol    150 ml 
MilliQ    650 ml 
用時調製 
 
20x TBS (tris-buffered saline) 
Tris base    60 g 
NaCl    160 g 
KCl     4 g 
adjust pH to 7.4 
MilliQ    up to 500 ml 
室温保存 
 
TBS     
20x TBS    25 ml 
MilliQ    up to 500 ml 
室温保存 
 
TBS-T     
20x TBS    25 ml 
Tween-20    0.5 g 
MilliQ    up to 500 ml 
室温保存 
 
5% milk/TBS-T    
Non-fat dry milk   25 g 
20x TBS    25 ml 
Tween-20    0.5 g 
10% sodium azide   1 ml 




1% milk/TBS-T    
5% milk/TBS-T   1 ml 






トした。その後、45 Vで 30分間、次いで 90 Vで 1時間転写を行った。 
 
＜検出操作＞ 
 転写後のメンブレンを 5% milk/TBS-Tに浸し、室温で 30分間振盪するこ
とでメンブレンのブロッキングを行った。TBS によってメンブレンを洗浄
後、1% milk/TBS-Tによって希釈した一次抗体を添加し、室温で 1時間振盪
させた。TBS-T で 5 分間、3 回洗浄後、Horseradish peroxidase（HRP）で標
識された二次抗体を TBSで希釈し、室温で 30分間振盪させた。TBS-Tで 5




第 5項 RT-PCRによる RNA定量法 
・  AGPC法による Total RNAの精製 
＜試薬＞ 
Denature solution    
Guanidine tiocyanate  18.9 g 
Sodium citrate   0.3 g 
N-lauroyl salcosine   0.2 g 
MilliQ    up to 40 ml 
室温保存 
 細胞を 3,000 rpm、5 分間の遠心操作によって沈殿させ、上清を除去した
後、1 mlの Denature solutionに 10.5 µlの β-mercaptehanolを添加した溶液を
300 µl ずつ加えた。マイジェクターシリンジ（TERUMO）を用いて細胞を
24  
破砕し、30 µlの 2 M NaOAc（pH 4.0）と 300 µlの水飽和フェノールを加え、
攪拌後、120 µl の CHCl3/IAA を加え、氷上で 15 分間静置した。その後
15,000 rpm、20分間、4°Cで遠心し、上層のみを回収した。回収した上層に
300 µlの isopropanolを加えよく攪拌後、15,000 rpm、20分間、4°Cで遠心し、
上清を除去後、70% Ethanolで 2度洗浄し、沈殿を 25 µlの MilliQに溶解し
た。 
 
・  逆転写反応 
＜試薬＞ 
逆転写反応液 
Purified RNA       200~500 ng 
10 µMプライマー溶液      1 µl 
5x First Strand Buffer（Invitrogen）    4 µl 
0.1 M DTT        1 µl 
10 mM dNTPs       1 µl 
Super Script III Reverse Transcriptase（Invitrogen）  0.5 µl 
RNase inhibitor       0.5 µl 
Saturated Trehalose      up to 20 µl 
 
 AGPC 法によって精製した RNA にプライマー溶液を加え、70°C、5 分間
反応させた後、氷上で冷却することで RNA とプライマーをハイブリダイズ
した。その後、残りの逆転写反応液を加え、55°C、1 時間逆転写反応を行っ
た。その後、96°C のヒートブロックに 2 分間静置することで反応を停止さ
せ、氷上で冷却した。 
 
・  定量的 PCR法 
＜試薬＞ 
定量 PCR反応液 
逆転写産物     4 µl 
10 µM Forwardプライマー   0.2 µl 
10 µM Reverseプライマー   0.2 µl 
Fast Start SYBR Green Master（Roche） 5 µl  
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MilliQ      0.6 µl 
 
 逆転写産物を MilliQによって 50~300倍に希釈した。検量線を作成するた
め、最も RNA 量が多いと想定されるサンプルに関しては上記に加えて 1/3
倍、3 倍、9 倍の希釈系列を用意した。内部標準として、18S リボソーマル
RNA（rRNA）を検出した。 
 
第 6項 インフルエンザウイルス変異株の作製 
pPol I PR8 Seg.8 NS1 R38AK41A、pPol I PR8 Seg.8 NS1 Y89F、pPol I PR8 




pPol I PR8 Seg.7または Seg.8   1 µl 
10 µM Forwardプライマー   0.2 µl 
10 µM Reverseプライマー   0.2 µl 
2 mM dNTPs     1 µl 
KOD plus（TOYOBO）    0.2 µl 
10x KOD plus Buffer（TOYOBO）  1 µl 
25 mM MgSO4     0.4 µl 
MilliQ      6 µl 
 
制限酵素反応液 
NEB3.1 Buffer     1.5 µl  
BsmBI（NEB）     0.5 µl   
MilliQ      up to 15 µl  
 
脱リン酸化反応液 
10x AP Buffer（TaKaRa）   1.5 µl  
CIAP（TaKaRa）     2 µl    




 pPol I PR8 Seg.7または Seg.8を鋳型とし、それぞれ特異的な Forwardプラ
イマーと Reverse プライマーを用いて以下の増幅条件で PCR を行った。反
応後速やかにフェノールクロロホルム抽出、エタノール沈殿し、制限酵素
反応液を加えて 37°C 、2 時間消化した。消化後アガロースゲル電気泳動を
行い、増幅産物を Gel/PCR Extraction kit（FastGene）によって精製した。 
 
＜ベクターの調製＞ 













φ3.5 cmディッシュに NS1発現 HEK293T細胞および NS1発現 MDCK細
胞を播種し、pCAGGS-PB2、pCAGGS-PB1、pCAGGS-PA、pCAGGS-NP、
pPol I PR8 Seg.1~8をそれぞれ 100 ngずつ混合し、トランスフェクションし
た。delNS1 M2 N31S変異株作製のため、pPol I PR8 Seg.7と Seg.8を pPol I 
PR8 Seg.7 M2 N31Sと pPol I PR8 Seg.8 delNS1に、NS1 R38AK41A変異株作
製のため pPol I PR8 Seg.8を pPol I PR8 Seg.8 NS1 R38AK41Aに、NS1 Y89F
変異株作製のため pPol I PR8 Seg.8を pPol I PR8 Seg.8 NS1 Y89Fに置換して
細胞に導入した。37°C で 20 時間静置した後、HA を開裂活性化するため、
培地を 1/2,500量の 0.25%TPCK-trypsinと 1/10量の 10% BSAが入った MEM
（-）に置換した。48 時間後、培養上清を回収して NS1 発現 MDCK 細胞に
再感染させ、1/2,500量の 0.25%TPCK-trypsinと 1/10量の 10%BSAが入った
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MEM（-）中で培養した。72 時間静置したのち、培養上清を回収し、4°C、
3,000 rpm、20分遠心した上清を 0.33 µmのディスクフィルターで滅菌し、-
80°Cで保存した。 
 
第 7項 間接蛍光抗体免疫染色法 
＜試薬＞ 
4% Paraformaldehyde（PFA） 
PFA      8 g 
25x PBS（-）    8 ml 
5 M NaOH     約 300 µl 
MilliQ     up to 200 ml 
混合後、37°C で加熱することで PFA を完全に溶解させた。その後、5 
M HClを約 300 µl加え、pHを中性域に戻し、室温保存した。 
 
0.5 % Triton X-100 
Triton X-100    500  µl  
25x PBS（-）    4 ml 
MilliQ     up to 100 ml 
室温保存 
 
5% milk/PBS（-）    
Non-fat dry milk    1.25 g 
25x PBS（-）    1 ml 
MilliQ     up to 25 ml 
4°C保存 
 
1% milk/ PBS（-）    
5% milk/ PBS（-）   1 ml 
PBS（-）     4 ml 
用時調製 
 
0.05 % Tween 20/PBS（-） 
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10% Tween 20    250 µl 
PBS（-）     49.75 ml 
 
Mount media 
20 mg/ml p-phenylendiamine/20x PBS 500  µl 
Carbonate/Bicarbonate Buffer  1 ml 





た。PBS（-）で洗浄後、1 mlの 4% PFAを添加し、室温で 10分間固定した。




 固定後のカバーガラスに 1 mlの 0.5% Triton X-100/PBS（-）を加え、室温
で 10 分間静置することで透過処理を行った。PBS（-）で洗浄後、1 ml の
1% milk/ PBS（-）を注ぎ、室温で 1 時間静置することによりブロッキング
を行った。ブロッキング後、1% milk/ PBS（-）で希釈した一次抗体を 15 µl
ずつ添加し、室温で 1時間静置した。その後 0.5% Triton X-100/PBS（-）で
3回洗浄し、0.5% Triton X-100/PBS（-）で 200倍に希釈した蛍光標識二次抗
体を 15 µlずつ添加し、暗所、室温で 30分間静置した。その後 0.5% Triton 
X-100/PBS（-）で 3回洗浄し、PBS（-）で 5,000倍に希釈した 4’, 6-diamido-
2-phenylindole（DAPI）を添加し、暗所、室温で 10 分間静置した。PBS（-）







第 8項 Fluorescence in situ hybridization （FISH）法 
＜試薬＞ 
炭酸バッファー 
NaHCO3     40 mM 
Na2CO3     60 mM 
 
中和バッファー 
NaOAc     3 M 
AcOH      1% 
 
2x Hybridization buffer 
25%（v/v）Dextran sulfate   40 µl 
20x SSC     10 µl 
 
20x SSC 
NaCl      175.3 g 
Trisodium citrate dihydrate   88.2 g 
MilliQ      up to 1 L 
HCl で pH 7.0に滴定後、高圧蒸気滅菌して室温保存 
 
2x SSC（50 ml） 
20x SSC     5 ml 
MilliQ      45 ml 
 
0.1% 4x SSC-T（50 ml） 
20x SSC     4x 
10% Tween 20    0.1%（v/v） 
MilliQ      up to 50 ml 
 
5% Milk/4x SSC-T（50 ml） 
0.1% 4x SSC-T    10 ml 
スキムミルク（森永乳業）  0.5 g 
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Wash buffer A（50 ml） 
Formamide     25 ml 
20x SSC     5 ml 
MilliQ      10 ml 
 
Wash buffer B 
20x SSC     5 ml 
MilliQ      45 ml 
 
DAPI/2xSSC 
DAPI      2 µl 




1 mg/ml Avidin-FITC    1 µl 
5% milk/0.1% 4x SSC-T   20 µl 
0.1% 4x SSC-T    80 µl 
 
＜FISHプローブの作製＞ 
 インフルエンザウイルスゲノム第一分節の cDNA を鋳型に、T7 プロモー
ター配列をもつプライマー（T7-cAll terminal for）と PR8 Seg.1 rev endプラ
イマーで PCR を行った。PCR 産物は 1%アガロースゲルで展開して単一の
バンドであることを確認した後、フェノール/クロロホルム抽出とエタノー
ル沈殿を行った。 
 次に、鋳型には 1 µgの PCR産物を、基質には rATP、rCTP、rGTP（終濃
度 1 mM ずつ）、rUTP（終濃度 0.75 mM）、Biotin-16-UTP（終濃度 0.35 
mM）を用いて、RiboMAXTM Large Scale RNA Production System（Promega製）
による in vitro 転写反応を行った。37°C で一晩反応させた後、1 µl の RQ1 
DNase（Promega）で鋳型の DNA を 37°C で 20 分間消化してから、RNeasy 
Mini Kit（QIAGEN）を用いて Biotin標識された一本鎖 RNAを精製した。 
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 1 µgの合成した一本鎖 RNAを 40 µlの MillQに加え、等量の炭酸バッフ
ァー（pH 10.4）を添加して、60°C で 40 分間の加水分解処理を行った。80 
µlの中和バッファー（pH 6.4）を加え、反応を停止後、20 µlの 7.5 µg/µlの
Salmon Sperm DNAと 36.5 µlの 5 µg/µl酵母 tRNA（Roche）を加え混合し、
250 µlのエタノールを加えたエタノール沈澱を行った。エタノール沈殿後、




1 mlの 0.2 mg/ml ProK/0.1% PBS-Tを固定した細胞に添加し、部分的に除
タンパク質を行った後、4% PFA で再固定を行った。-30°C で冷却した 70%
エタノール、90%エタノール、100%エタノールを 1 ml ずつ注ぎ、それぞれ
5分ずつ静置した後、カバーガラスを取り出し、乾燥させた。その後、15 µl
の FISHプローブに浸し、湿潤箱中で暗所に 37°Cで一晩静置した。37°Cの
2x SSCで洗浄、42°Cの Wash buffer Aで 5分、3回、42°Cの Wash buffer B
で 5分、3回洗浄した後、1 mlの 5% milk/4x SSC-Tに浸し、暗所に 37°C、
30 分間静置しブロッキングを行った。その後、カバーガラスを 15 µl の
Avidin-FITC溶液に浸し、暗所に 37に浸で 1時間静置した。42°Cの 0.1% 4x 
SSC-Tで 5分、3回洗浄した後、1 mlの DAPI/2x SSCを加え、暗所、室温で









NS1 R38A K41A For 5’-CTCTTAGGGATgcCTGATCTgcGCGAAGCCGA-3’ 
NS1 R38A K41A Rev 5’-TCGGCTTCGCgcAGATCAGgcATCCCTAAGAG-3’ 
NS1 Y89F For 5’-TGTCAGTTAGGcAACGCGGCGCA-3’ 
NS1 Y89F Rev 5’-TGCGCCGCGTTGCCTAACTGACA-3’ 
PR8 M2 N31S For 5’-TCCCAATGATACTTGCGGCAATA-3’ 
PR8 M2 N31S Rev 5’-TATTGCCGCAAGTATCATTGGGA-3’ 
delNS1 For  5’-CTGAAAGCTTGACACAGTGTTTG-3’ 
delNS1 Rev 5’-GTAGATTGCTTTCTTTGGCA-3’ 
NS1 R38A K41A For 5’-CTCTTAGGGATgcCTGATCTgcGCGAAGCCGA-3’ 
NS1 R38A K41A Rev 5’-TCGGCTTCGCgcAGATCAGgcATCCCTAAGAG-3’ 
Atg12 27-48 For 5’-GCAGCTTCCTACTTCAATTGCT-3’ 
Atg12 127-146 Rev  5’-CCAGCAGGTTCCTCTGTTCC-3’ 
Beclin1 508-529 For 5’-GAGCAAATGAATGAGGATGACA-3’ 
Beclin1 727-748 rev  5’-CACTCTTCAGCTCATCATCCAG-3’ 
Atg16L1 For 5’-TGCCCTGCAGATCACTTTTCA-3’ 




Seg.1 v3' rev. 5’-AGCaAAAGCAGGTCAATTATATT-3’ 








抗 NP抗体 マウス 北里大学 百瀬文隆博士より分与 
抗 NP抗体 ウサギ 筑波大学 川口敦史博士より分与 
抗 PB1抗体 ウサギ 筑波大学 川口敦史博士より分与 




抗 β-actin抗体 ウサギ Cell Signaling Technologyより購入 
抗 Akt抗体 ウサギ Cell Signaling Technologyより購入 
抗リン酸化 Akt抗体 ウサギ Cell Signaling Technologyより購入 
抗 TSC2抗体 マウス Santa Cruzより購入 
抗リン酸化 TSC2抗体 マウス Santa Cruzより購入 
抗 Bcl-2抗体 ウサギ EPTOMICSより購入 
抗 Bcl-2 Ser70抗体 ウサギ Cell Signaling Technologyより購入 
抗 LC3抗体 ウサギ SIGMAより購入 








第 2 章 インフルエンザウイルス感染に応答したオートファジーの誘導機構 
およびウイルスタンパク質 NS1によるオートファジー抑制機構の解析 
 
第 1節 実験結果 
 




では、オートファゴソームは形成されない（Figure 4）(31, 46, 47)。そこで、抗生
体防御機能をもつウイルス遺伝子 NS1 を欠損したインフルエンザウイルス変異
株（delNS1株）を HeLa細胞（Panels A and B）または A549細胞（Panels C and 
D）に感染させ、感染 10時間後に細胞を固定し、抗 HA抗体および抗 LC3抗体
を使用して間接蛍光抗体法を行った。その結果、HeLa細胞および A549細胞と
もに、野生株ではオートファゴソームは形成されないのに対し、delNS1 株では
細胞質において LC3の凝集が観察された（Figure 4）。 
 
次に、delNS1 株感染細胞で観察された LC3 の凝集がオートファゴソームで
あることを検証するため、透過型電子顕微鏡を用いて、野生株または delNS1








Figure 4 delNS1株の感染により LC3の凝集体が形成される 
（A-D）HeLa細胞（Panels A and B）および A549細胞（Panels C and D）に野
生株（Wt）または delNS1株（delNS1）を感染させ、感染 10時間後に細胞を
固定した。DAPI（青）、抗 LC3抗体（緑）、および抗 HA抗体（赤）を用い
て間接蛍光抗体法を行った（Panels A and C）。オートファゴソーム様の LC3
の凝集像が観察された感染細胞数を定量し、グラフに示した（Panels B and D; 






























株感染細胞、Panel C：delNS1 株感染細胞、Panel D：Panel C の拡大図。









を HeLa細胞に感染させ、感染 3、6、9、12時間後に細胞を回収し、抗 NP抗体
を使用したウェスタンブロット法により、NP タンパク質の産生量を検討した。










本実験で用いた野生株（PR8 株）は、M2 の Asn31 変異により、Amt 耐性で
あるため、リバースジェネティクス法により、Amt 感受性変異である Asn31 の
Ser変異（N31S）をもつ M2 N31S delNS1株を作製した。M2 N31S delNS1株を、
リソソームのオルガネラマーカーである LAMP2-GFP 発現 HeLa 細胞に感染さ
せ、感染 3時間後に Amtを終濃度 50 µMで添加し、10時間後に細胞を固定し
て抗 LC3抗体を用いた間接蛍光抗体法を行った。その結果、Amt非添加時では、








Figure 6 NS1はM2非依存的にオートファジーを抑制する 
（A）野生株または delNS1 株を HeLa細胞に感染させ、感染 3、6、9、12時
間後に細胞を回収し、抗 NP 抗体および抗 β-actin 抗体を用いてウェスタンブ
ロット法を行った。（B、C）LAMP2-GFP発現 HeLa細胞に M2 N31S delNS1
株を感染させ、50 µMの Amantadine（Amt）を添加し、感染 10時間後に固定
した。その後、抗 LC3抗体（シアン）および抗 HA抗体（マジェンタ）を用
いて間接蛍光抗体法を行った（Panel B）。GFP-LAMP2と共局在する LC3の
割合を定量した結果をグラフに示す（Panel C; n > 100、***P < 0.001）。矢頭
は LAMP2-GFPと LC3が共局在する箇所を示す。Scale bar; 10 µm。 
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第 3項 NS1は RNA結合活性および p85β結合活性を介してオートファゴソー
ム形成を抑制する 
 
NS1は RNA結合活性をもち、二本鎖 RNAを PAMPsとして認識する PRRで
ある PKR や RIG-Iと競合することで、I型インターフェロンの産生を抑制する
(32-36)。また、NS1 はクラス I PI3K の制御サブユニットである p85β と結合し、
PI3K-Akt経路を活性化し、細胞死を抑制することが報告されている(42, 43, 48)。次
に RNA結合能を欠損した NS1点変異株（R38AK41A株）と、クラス I PI3Kの
活性化能を欠損した NS1 点変異株（Y89F 株）を構築し、NS1 によるオートフ
ァゴソーム形成抑制機構を解析した。 
R38AK41A株または Y89F株を HeLa細胞（Figure 7A、7B）または A549細胞
（Figure 7C、7D）に感染させ、感染 10時間後に細胞を固定し、抗 LC3抗体を
用いた間接蛍光抗体法を行った。その結果、R38AK41A 株と Y89F 株どちらに

























Figure 7 NS1は RNA結合活性および p85β活性を介してオートファゴソーム
形成を抑制する 
（A-D）HeLa細胞（Panels A and B）および A549細胞（Panels C and D）に野生
株、R38AK41A株または Y89F株を感染させ、感染 10時間後に固定後、抗 LC3
抗体（緑）を使用して間接蛍光抗体法を行った。DAPIを用いた核染色も共に
示す（青）。オートファゴソームを形成した感染細胞数の割合をグラフで示す




第 4項 NS1はクラス I PI3K-Akt経路を介して TSC2を抑制する 
 
 オートファゴソームの形成には、Atg4/Atg7/Atg3 を介した LC3 の翻訳後修飾
が必須である。LC3 は翻訳後、Atg4 により C 末端が切断され（LC3-I）、次い
で、Atg7 と Atg3 によって、フォスファチジルエタノールアミン（PE）が修飾
されることで（LC3-II）、隔離膜に局在化し、オートファゴソーム膜の伸長と
閉鎖を担う(14)。そこで次に、LC3-II の蓄積量をウェスタンブロット法により検





低分子量 Gタンパク質である Rhebは mTORのキナーゼドメインに結合する
ことで、mTORC1キナーゼ複合体の活性を促進し、ULK1/2-ATG13-FIP200複合
体依存的な隔離膜形成を阻害する (16, 49, 50)。一方、Rheb は GAP（GTPase 
activating protein）である TSC2 によって抑制されており、その抑制解除には
Aktキナーゼによる TSC2のリン酸化が必要である（Figure 2A, 10ページ）。次
に NS1によって活性化されたクラス I PI3K-Akt経路によって、TSC2のリン酸
化が誘導されているか検討を行った。その結果、野生株および R38AK41 株で
は TSC2がリン酸化されているのに対し、Y89F株では TSC2および Aktのリン































させ、感染 4 時間後に細胞を回収し、抗 Akt 抗体、抗リン酸化 Akt 抗体、抗






第 5項 NS1は JNK1経路の上流を阻害することでオートファゴソーム形成を
抑制する 
 
R38AK41A変異体は、クラス I PI3Kのサブユニットである p85β との結合能
を保持しているため、TSC2がリン酸化されており（Figure 8B、lane 3）、Y89F






オートファゴソーム形成は TSC-mTOR 経路だけではなく、JNK1 を介した翻
訳後制御および転写制御によっても制御されている（Figure 2C、ページ 10）。
そこで、野生株または R38AK41A株を HeLa細胞（Figure 9A、lanes 1-3）また
は A549細胞（Figure 9A、lanes 4-6）に感染させ、抗リン酸化 JNK抗体を用い
たウェスタンブロット法により、JNK1 のリン酸化レベルを検討した。その結
果、HeLa細胞と A549細胞どちらにおいても、非感染細胞および野生株感染細
胞では JNK1 のリン酸化は観察されないのに対し、R38AK41A 株感染細胞では
JNK1のリン酸化が観察された（Figure 9A）。次に、R38AK41A株感染 HeLa細
胞に JNKの特異的阻害剤である SP600125を終濃度 20 µMで添加し、抗 LC3抗
体を用いてオートファゴソームの形成量を検討した。その結果、SP600125存在
下では、R38AK41A 株感染細胞におけるオートファゴソームの形成量がコント






Figure 9 NS1 は JNK1 経路の上流を阻害することでオートファゴソーム形
成を抑制する 
（A）HeLa細胞および A549細胞に野生株または R38AK41A株を感染させ、
感染 4 時間後に細胞を回収し、抗 JNK 抗体、抗リン酸化 JNK 抗体、および
抗 β-actin抗体を用いてウェスタンブロット法を行った。 
（B、C）HeLa細胞に野生株または R38AK41A株を感染させ、感染 4時間後
に JNK1阻害剤である SP600125（終濃度 20 µM）を添加し、感染 10時間後
に固定した。抗 LC3 抗体（シアン）および抗 NP 抗体（マジェンタ）を用い
て、間接蛍光抗体法を行った（Panel B）。LC3 の凝集体が観察された感染細
胞の割合をグラフに示す（Panel C、n > 100、***P < 0.001）。Scale bar; 10 µm。 
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第 6項 NS1は JNK1下流の ATG関連遺伝子の発現を抑制する 
 
 JNK1は転写因子である c-Junや FoxOのリン酸化による ATG関連遺伝子の転
写制御、および Bcl-2のリン酸化による Beclin-1の Bcl-2からの解離を介して、
オートファゴソーム形成を制御する(22, 51-54)。そこで、R38AK41A 株感染細胞に
おける JNK1 下流のオートファゴソーム関連遺伝子の転写量について検討した。
感染 4時間後に細胞を回収して Total RNAを精製後、Oligo(dT)20プライマーで
逆転写し、ATG12、Beclin-1、および ATG16L1 に特異的なプライマーセットを
用いて定量的 PCR を行った。その結果、R38AK41A 株感染特異的に ATG12 の
転写量が増加した（Figure 10A）。しかし、Beclin-1 と ATG16L1 には顕著な差
は見られなかった（Figure 10B、10C）。ATG12は FoxOに、Beclin-1は c-Junま
たは ATF4 に、ATG16L1 は ATF4 によって転写される。これらのことから、
JNK1-FoxO 経路がインフルエンザウイルス感染に応答した ATG 関連遺伝子の
発現を制御している可能性が示唆された。 

































Figure 10 NS1は JNK1下流の ATG関連遺伝子の発現を抑制する 
（A-C）HeLa細胞に R38AK41A株を感染させ、感染 4時間後に細胞を回収し、 
Total RNA を精製した。Oligo(dT)20プライマーで逆転写反応後、ATG12（Panel 
A）、Beclin-1（Panel B）、ATG16L1 遺伝子（Panel C）に特異的な各プライマ
ーを用いて、定量 PCR 法を行った。内部標準として、18S rRNA の定量値を用
いて補正した。**P < 0.01（D）HeLa 細胞に R38AK41A株を感染させ、感染 4
時間後に細胞を回収し、抗リン酸化 Bcl-2（Ser70）抗体、抗 Bcl-2 抗体、抗 NP
抗体および抗 β-actin 抗体を用いてウェスタンブロット法を行った。また、


















子形成場である細胞膜へ輸送される(55-57)。そこで次に、Rab11a と LC3 および
vRNA の細胞内局在を、抗 Rab11a 抗体と抗 LC3 抗体を用いた間接蛍光抗体法、
および vRNAに対する RNAプローブを用いた FISH法により観察した。その結
果、R38AK41A 株感染細胞において、オートファゴソームを形成した LC3 と




























Figure 11 vRNP複合体は Rab11aおよびオートファゴソームと共局在する 
（A and B）HeLa 細胞に野生株または R38AK41A株を感染させ、感染 10時間
後に細胞を固定し、抗 LC3抗体（シアン）と抗 PB1抗体、抗 NP抗体、抗 HA
抗体（マジェンタ）を用いた間接蛍光抗体法、および vRNA 特異的プローブを
用いた FISH法（マジェンタ）を行った（Panel A）。また同様に、抗 Rab11a抗
体（シアン）、抗 LC3 抗体（イエロー）、vRNA（マジェンタ）も観察した
（Panel B）。矢頭は LC3、Rab11、vRNA が共局在している箇所を示す。Scale 








































Figure 12 Rab11a 陽性リサイクリングエンドソームは vRNP 複合体の選択的
オートファジーに必須である 
（A）HeLa細胞に scrambled siRNA（siCtrl）もしくは siRab11aをトランスフェ
クションし、48時間後に細胞を回収し、抗 Rab11a抗体および抗 β-actin抗体を
用いてウェスタンブロット法を行った。Lanes 1 and 4; 5 x 103 cells、Lanes 2 and 
5; 1 x 104 cells, Lanes 3 and 6; 2 x 104 cells。（B and C）Rab11aをノックダウンし
た HeLa細胞に野生株または R38AK41A株を感染させ、感染 10時間後に固定し、
抗 LC3抗体（シアン）を用いた間接免疫抗体法および vRNAに特異的な RNA
プローブ（マジェンタ）を用いて FISH法を行った（Panel B）。オートファゴ
ソーム形成が観察された感染細胞数を定量化し、グラフに示す（Panel C; n > 
100、***P < 0.001）。Scale bar; 10 µm。  
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第 2節 考察 
 
NS1によるオートファゴソーム形成阻害機構 
 NS1 変異株だけでなく、野生株感染細胞でも、脂質修飾された LC3（LC3-
II）の蓄積が観察された（Figure 8A）。この LC3-IIの誘導は、M2の C 末端に
保存された LC3-interacting region（LIR）を介して、M2 が LC3 と結合し、LC3
の脂質修飾を促進することによると報告されている(46)。一般的に、LC3-II 量と
オートファジーの活性には正の相関があるが、野生株感染細胞では LC3-IIが蓄
積しているにもかかわらず、NS1の RNA結合活性とクラス I PI3K促進活性を
介して、オートファゴソーム形成を抑制していることが明らかになった
（Figure 7）。NS1によって活性化されたクラス I PI3K-Akt経路は TSC2のリン





2’-5’-oligoadenylate synthase、 TLR3、および TLR7などが報告されている。その
うち、PKRはキナーゼとして、JNK1、p38 MAPK、および NF-κBを活性化する
ことが報告されている(38)。また、RIG-I の下流分子である TRAF6 は、I 型イン
ターフェロンや TGF-βシグナルに応答して JNK1を活性化することが報告され
























までに、隔離膜に局在する WIPI2タンパク質が PI3Pに富んだ Rab11a陽性リサ
イクリングエンドソームと結合すること、および SNX18 タンパク質によって、
一部のオートファジー関連分子がリサイクリングエンドソームから隔離膜へと





第 3章 総括と展望 
 
第 1節 総括 
  Figure 13に本研究で明らかにした NS1によるオートファゴソーム形成抑制
機構のモデル図を示す。 
NS1 の欠損株では、オートファゴソームが形成されることを見出し、オート















Figure 13 NS1によるオートファゴソーム形成抑制機構のモデル図 
 NS1は p85βの活性化による TSC1/2のリン酸化、mTORC1の活性化を介して
隔離膜の伸長およびオートファゴソームの形成を抑制する。その一方で、JNK1




















































本学位論文では Frontiers in Microbiology, 9:3120, 2018に掲載された論文の内容




1. Bean AG, Baker ML, Stewart CR, Cowled C, Deffrasnes C, Wang LF, 
Lowenthal JW. 2013. Studying immunity to zoonotic diseases in the 
natural host - keeping it real. Nat Rev Immunol 13:851-61. 
2. Paules C, Subbarao K. 2017. Influenza. Lancet 390:697-708. 
3. McCauley JW, Mahy BW. 1983. Structure and function of the influenza 
virus genome. Biochem J 211:281-94. 
4. Area E, Martin-Benito J, Gastaminza P, Torreira E, Valpuesta JM, 
Carrascosa JL, Ortin J. 2004. 3D structure of the influenza virus 
polymerase complex: localization of subunit domains. Proc Natl Acad 
Sci U S A 101:308-13. 
5. Skehel JJ, Bayley PM, Brown EB, Martin SR, Waterfield MD, White JM, 
Wilson IA, Wiley DC. 1982. Changes in the conformation of influenza 
virus hemagglutinin at the pH optimum of virus-mediated membrane 
fusion. Proc Natl Acad Sci U S A 79:968-72. 
6. Air GM, Laver WG. 1989. The neuraminidase of influenza virus. Proteins 
6:341-56. 
7. Palese P, Tobita K, Ueda M, Compans RW. 1974. Characterization of 
temperature sensitive influenza virus mutants defective in 
neuraminidase. Virology 61:397-410. 
8. Pinto LH, Holsinger LJ, Lamb RA. 1992. Influenza virus M2 protein has 
ion channel activity. Cell 69:517-28. 
9. Rossman JS, Jing X, Leser GP, Balannik V, Pinto LH, Lamb RA. 2010. 
Influenza virus m2 ion channel protein is necessary for filamentous 
virion formation. J Virol 84:5078-88. 
10. Ali A, Avalos RT, Ponimaskin E, Nayak DP. 2000. Influenza virus 
assembly: effect of influenza virus glycoproteins on the membrane 
association of M1 protein. J Virol 74:8709-19. 
11. Liu T, Muller J, Ye Z. 2002. Association of influenza virus matrix 
protein with ribonucleoproteins may control viral growth and 
morphology. Virology 304:89-96. 
12. Neumann G, Hughes MT, Kawaoka Y. 2000. Influenza A virus NS2 protein 
mediates vRNP nuclear export through NES-independent interaction with 
hCRM1. EMBO J 19:6751-8. 
13. Funderburk SF, Wang QJ, Yue Z. 2010. The Beclin 1-VPS34 complex--at 
the crossroads of autophagy and beyond. Trends Cell Biol 20:355-62. 
14. Kabeya Y, Mizushima N, Ueno T, Yamamoto A, Kirisako T, Noda T, 
Kominami E, Ohsumi Y, Yoshimori T. 2000. LC3, a mammalian homologue of 
yeast Apg8p, is localized in autophagosome membranes after processing. 
EMBO J 19:5720-8. 
15. Puri C, Vicinanza M, Ashkenazi A, Gratian MJ, Zhang Q, Bento CF, Renna 
M, Menzies FM, Rubinsztein DC. 2018. The RAB11A-Positive Compartment 
Is a Primary Platform for Autophagosome Assembly Mediated by WIPI2 
Recognition of PI3P-RAB11A. Dev Cell 45:114-131 e8. 
16. Hosokawa N, Hara T, Kaizuka T, Kishi C, Takamura A, Miura Y, Iemura S, 
59  
Natsume T, Takehana K, Yamada N, Guan JL, Oshiro N, Mizushima N. 2009. 
Nutrient-dependent mTORC1 association with the ULK1-Atg13-FIP200 
complex required for autophagy. Mol Biol Cell 20:1981-91. 
17. Kamada Y, Funakoshi T, Shintani T, Nagano K, Ohsumi M, Ohsumi Y. 2000. 
Tor-mediated induction of autophagy via an Apg1 protein kinase complex. 
J Cell Biol 150:1507-13. 
18. Fader CM, Colombo MI. 2009. Autophagy and multivesicular bodies: two 
closely related partners. Cell Death Differ 16:70-8. 
19. Bauckman KA, Owusu-Boaitey N, Mysorekar IU. 2015. Selective autophagy: 
xenophagy. Methods 75:120-7. 
20. Levine B. 2005. Eating oneself and uninvited guests: autophagy-related 
pathways in cellular defense. Cell 120:159-62. 
21. Cheng X, Liu H, Jiang CC, Fang L, Chen C, Zhang XD, Jiang ZW. 2014. 
Connecting endoplasmic reticulum stress to autophagy through 
IRE1/JNK/beclin-1 in breast cancer cells. Int J Mol Med 34:772-81. 
22. Wei Y, Pattingre S, Sinha S, Bassik M, Levine B. 2008. JNK1-mediated 
phosphorylation of Bcl-2 regulates starvation-induced autophagy. Mol 
Cell 30:678-88. 
23. Zhong L, Shu W, Dai W, Gao B, Xiong S. 2017. Reactive Oxygen Species-
Mediated c-Jun NH2-Terminal Kinase Activation Contributes to Hepatitis 
B Virus X Protein-Induced Autophagy via Regulation of the Beclin-
1/Bcl-2 Interaction. J Virol 91.(15):e00001-17 
24. Li DD, Wang LL, Deng R, Tang J, Shen Y, Guo JF, Wang Y, Xia LP, Feng 
GK, Liu QQ, Huang WL, Zeng YX, Zhu XF. 2009. The pivotal role of c-Jun 
NH2-terminal kinase-mediated Beclin 1 expression during anticancer 
agents-induced autophagy in cancer cells. Oncogene 28:886-98. 
25. Mammucari C, Milan G, Romanello V, Masiero E, Rudolf R, Del Piccolo P, 
Burden SJ, Di Lisi R, Sandri C, Zhao J, Goldberg AL, Schiaffino S, 
Sandri M. 2007. FoxO3 controls autophagy in skeletal muscle in vivo. 
Cell Metab 6:458-71. 
26. Zhao J, Brault JJ, Schild A, Cao P, Sandri M, Schiaffino S, Lecker SH, 
Goldberg AL. 2007. FoxO3 coordinately activates protein degradation by 
the autophagic/lysosomal and proteasomal pathways in atrophying muscle 
cells. Cell Metab 6:472-83. 
27. Zhao J, Brault JJ, Schild A, Goldberg AL. 2008. Coordinate activation 
of autophagy and the proteasome pathway by FoxO transcription factor. 
Autophagy 4:378-80. 
28. Delgado MA, Elmaoued RA, Davis AS, Kyei G, Deretic V. 2008. Toll-like 
receptors control autophagy. EMBO J 27:1110-21. 
29. Takeuchi O, Akira S. 2010. Pattern recognition receptors and 
inflammation. Cell 140:805-20. 
30. Talloczy Z, Virgin HWt, Levine B. 2006. PKR-dependent autophagic 
degradation of herpes simplex virus type 1. Autophagy 2:24-9. 
31. Gannage M, Dormann D, Albrecht R, Dengjel J, Torossi T, Ramer PC, Lee 
M, Strowig T, Arrey F, Conenello G, Pypaert M, Andersen J, Garcia-
Sastre A, Munz C. 2009. Matrix protein 2 of influenza A virus blocks 
60  
autophagosome fusion with lysosomes. Cell Host Microbe 6:367-80. 
32. Bergmann M, Garcia-Sastre A, Carnero E, Pehamberger H, Wolff K, Palese 
P, Muster T. 2000. Influenza virus NS1 protein counteracts PKR-
mediated inhibition of replication. J Virol 74:6203-6. 
33. Guo Z, Chen LM, Zeng H, Gomez JA, Plowden J, Fujita T, Katz JM, Donis 
RO, Sambhara S. 2007. NS1 protein of influenza A virus inhibits the 
function of intracytoplasmic pathogen sensor, RIG-I. Am J Respir Cell 
Mol Biol 36:263-9. 
34. Hatada E, Saito S, Fukuda R. 1999. Mutant influenza viruses with a 
defective NS1 protein cannot block the activation of PKR in infected 
cells. J Virol 73:2425-33. 
35. Min JY, Krug RM. 2006. The primary function of RNA binding by the 
influenza A virus NS1 protein in infected cells: Inhibiting the 2'-5' 
oligo (A) synthetase/RNase L pathway. Proc Natl Acad Sci U S A 
103:7100-5. 
36. Rehwinkel J, Tan CP, Goubau D, Schulz O, Pichlmair A, Bier K, Robb N, 
Vreede F, Barclay W, Fodor E, Reis e Sousa C. 2010. RIG-I detects 
viral genomic RNA during negative-strand RNA virus infection. Cell 
140:397-408. 
37. Garcia MA, Gil J, Ventoso I, Guerra S, Domingo E, Rivas C, Esteban M. 
2006. Impact of protein kinase PKR in cell biology: from antiviral to 
antiproliferative action. Microbiol Mol Biol Rev 70:1032-60. 
38. Dabo S, Meurs EF. 2012. dsRNA-dependent protein kinase PKR and its 
role in stress, signaling and HCV infection. Viruses 4:2598-635. 
39. Gack MU, Albrecht RA, Urano T, Inn KS, Huang IC, Carnero E, Farzan M, 
Inoue S, Jung JU, Garcia-Sastre A. 2009. Influenza A virus NS1 targets 
the ubiquitin ligase TRIM25 to evade recognition by the host viral RNA 
sensor RIG-I. Cell Host Microbe 5:439-49. 
40. Gack MU, Shin YC, Joo CH, Urano T, Liang C, Sun L, Takeuchi O, Akira S, 
Chen Z, Inoue S, Jung JU. 2007. TRIM25 RING-finger E3 ubiquitin ligase 
is essential for RIG-I-mediated antiviral activity. Nature 446:916-920. 
41. Noah DL, Twu KY, Krug RM. 2003. Cellular antiviral responses against 
influenza A virus are countered at the posttranscriptional level by 
the viral NS1A protein via its binding to a cellular protein required 
for the 3' end processing of cellular pre-mRNAS. Virology 307:386-95. 
42. Ehrhardt C, Wolff T, Pleschka S, Planz O, Beermann W, Bode JG, 
Schmolke M, Ludwig S. 2007. Influenza A virus NS1 protein activates 
the PI3K/Akt pathway to mediate antiapoptotic signaling responses. J 
Virol 81:3058-67. 
43. Zhirnov OP, Klenk HD. 2007. Control of apoptosis in influenza virus-
infected cells by up-regulation of Akt and p53 signaling. Apoptosis 
12:1419-32. 
44. Blanchet FP, Moris A, Nikolic DS, Lehmann M, Cardinaud S, Stalder R, 
Garcia E, Dinkins C, Leuba F, Wu L, Schwartz O, Deretic V, Piguet V. 
2010. Human immunodeficiency virus-1 inhibition of immunoamphisomes in 
dendritic cells impairs early innate and adaptive immune responses. 
61  
Immunity 32:654-69. 
45. Paludan C, Schmid D, Landthaler M, Vockerodt M, Kube D, Tuschl T, Munz 
C. 2005. Endogenous MHC class II processing of a viral nuclear antigen 
after autophagy. Science 307:593-6. 
46. Beale R, Wise H, Stuart A, Ravenhill BJ, Digard P, Randow F. 2014. A 
LC3-interacting motif in the influenza A virus M2 protein is required 
to subvert autophagy and maintain virion stability. Cell Host Microbe 
15:239-47. 
47. Zhou Z, Jiang X, Liu D, Fan Z, Hu X, Yan J, Wang M, Gao GF. 2009. 
Autophagy is involved in influenza A virus replication. Autophagy 
5:321-8. 
48. Hale BG, Jackson D, Chen YH, Lamb RA, Randall RE. 2006. Influenza A 
virus NS1 protein binds p85beta and activates phosphatidylinositol-3-
kinase signaling. Proc Natl Acad Sci U S A 103:14194-9. 
49. Backer JM. 2008. The regulation and function of Class III PI3Ks: novel 
roles for Vps34. Biochem J 410:1-17. 
50. Huang J, Manning BD. 2009. A complex interplay between Akt, TSC2 and 
the two mTOR complexes. Biochem Soc Trans 37:217-22. 
51. Fullgrabe J, Klionsky DJ, Joseph B. 2014. The return of the nucleus: 
transcriptional and epigenetic control of autophagy. Nat Rev Mol Cell 
Biol 15:65-74. 
52. Lee JM, Wagner M, Xiao R, Kim KH, Feng D, Lazar MA, Moore DD. 2014. 
Nutrient-sensing nuclear receptors coordinate autophagy. Nature 
516:112-5. 
53. Seok S, Fu T, Choi SE, Li Y, Zhu R, Kumar S, Sun X, Yoon G, Kang Y, 
Zhong W, Ma J, Kemper B, Kemper JK. 2014. Transcriptional regulation 
of autophagy by an FXR-CREB axis. Nature 516:108-11. 
54. Pattingre S, Tassa A, Qu X, Garuti R, Liang XH, Mizushima N, Packer M, 
Schneider MD, Levine B. 2005. Bcl-2 antiapoptotic proteins inhibit 
Beclin 1-dependent autophagy. Cell 122:927-39. 
55. Amorim MJ, Bruce EA, Read EK, Foeglein A, Mahen R, Stuart AD, Digard P. 
2011. A Rab11- and microtubule-dependent mechanism for cytoplasmic 
transport of influenza A virus viral RNA. J Virol 85:4143-56. 
56. Eisfeld AJ, Kawakami E, Watanabe T, Neumann G, Kawaoka Y. 2011. RAB11A 
is essential for transport of the influenza virus genome to the plasma 
membrane. J Virol 85:6117-26. 
57. Momose F, Sekimoto T, Ohkura T, Jo S, Kawaguchi A, Nagata K, Morikawa 
Y. 2011. Apical transport of influenza A virus ribonucleoprotein 
requires Rab11-positive recycling endosome. PLoS One 6:e21123. 
58. Lamb CA, Yoshimori T, Tooze SA. 2013. The autophagosome: origins 
unknown, biogenesis complex. Nat Rev Mol Cell Biol 14:759-74. 
59. Yamashita M, Fatyol K, Jin C, Wang X, Liu Z, Zhang YE. 2008. TRAF6 
mediates Smad-independent activation of JNK and p38 by TGF-beta. Mol 
Cell 31:918-24. 
60. Yoshida R, Takaesu G, Yoshida H, Okamoto F, Yoshioka T, Choi Y, Akira 
S, Kawai T, Yoshimura A, Kobayashi T. 2008. TRAF6 and MEKK1 play a 
62  
pivotal role in the RIG-I-like helicase antiviral pathway. J Biol Chem 
283:36211-20. 
61. Stolz A, Ernst A, Dikic I. 2014. Cargo recognition and trafficking in 
selective autophagy. Nat Cell Biol 16:495-501. 
62. Kawaguchi A, Matsumoto K, Nagata K. 2012. YB-1 functions as a porter 
to lead influenza virus ribonucleoprotein complexes to microtubules. J 
Virol 86:11086-95. 
63. Soreng K, Munson MJ, Lamb CA, Bjorndal GT, Pankiv S, Carlsson SR, 
Tooze SA, Simonsen A. 2018. SNX18 regulates ATG9A trafficking from 
recycling endosomes by recruiting Dynamin-2. EMBO Rep 19: e44837. 
64. Oppermann H, Levinson AD, Varmus HE, Levintow L, Bishop JM. 1979. 
Uninfected vertebrate cells contain a protein that is closely related 
to the product of the avian sarcoma virus transforming gene (src). 
Proc Natl Acad Sci U S A 76:1804-8. 
65. Wei CM, Moss B. 1974. Methylation of newly synthesized viral messenger 
RNA by an enzyme in vaccinia virus. Proc Natl Acad Sci U S A 71:3014-8. 
66. Yoneyama M, Kikuchi M, Natsukawa T, Shinobu N, Imaizumi T, Miyagishi M, 
Taira K, Akira S, Fujita T. 2004. The RNA helicase RIG-I has an 
essential function in double-stranded RNA-induced innate antiviral 
responses. Nat Immunol 5:730-7. 
67. Akli S, Caillaud C, Vigne E, Stratford-Perricaudet LD, Poenaru L, 
Perricaudet M, Kahn A, Peschanski MR. 1993. Transfer of a foreign gene 
into the brain using adenovirus vectors. Nat Genet 3:224-8. 
68. Naldini L, Blomer U, Gallay P, Ory D, Mulligan R, Gage FH, Verma IM, 
Trono D. 1996. In vivo gene delivery and stable transduction of 
nondividing cells by a lentiviral vector. Science 272:263-7. 
69. Poland GA, Jacobson RM, Ovsyannikova IG. 2009. Influenza virus 
resistance to antiviral agents: a plea for rational use. Clin Infect 
Dis 48:1254-6. 
70. Weinstock DM, Zuccotti G. 2006. Adamantane resistance in influenza A. 
JAMA 295:934-6. 
 
